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摘要 : 从 6 株 虫 生 真菌 中 分 离 纯化 了 48 种 蛋白 。 以 松 墨 天 牛 Monochamus alternatus 为 试 虫 ,通过 生 测 得 选 出 4 种 高 毒性 蛋白 ， 
并 从 4 种 高 毒性 蛋白 中 得 选 出 毒 力 最 强 的 蛋白 Bhb36W-D。 和 蛋白 Bb36W-D 含 2 个 亚 基 ,大 亚 基 和 小 亚 基 的 分 子 量 分 别 约 为 24 
kD 和 17 kD; 等 电 点 分 别 为 9.47 和 9.32。 该 蛋白 含 16 种 氨基 酸 , 其 中 精 氨 酸 、 组 氨 酸 及 丙 氨 酸 含量 较 高 。 
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Screening and characterization of proteins from entomogenous fungi toxic to 





Monochamus alternatus (Coleoptera: Cerambycidae) 
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College, Binzhou, Shandong 256600, China; 3. College of Plant Protection， Northwest Sci-Tech University of 
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Abstract: Forty eight proteins were purified from six strains of entomogenous fungi. Four high toxic proteins were 
screened by bioassay, with Monochamus alternatus larvae as the targets. The further screening of 4 high toxic proteins 
showed that the toxicity of protein Bbh36W-D was the highest in all the proteins. Protein Bh36W-D is composed of two 
subunits of different sizes. Molecular weight is calculated to be 24 kD for the big subunit and 17 kD for the small 
subunit. Isoelectric point is 9.47 for the big subunit and 9.32 for the small subunit, respectively. Protein Bbhb36W-D is 
composed of 16 ammonia acids. Concentrations of arginine, histidine and alanine are higher than others. 
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主 的 死亡 (Dresner,; 1950)。 目 前 对 上 忠生 真菌 的 代谢 
产物 已 有 一 些 研 究 , 已 发 现 一 些 虫 生 真菌 毒素 , 但 多 
为 小 分 子 环 缩 肽 类 和 一 些 可 降解 体 壁 的 酶 (Dresner， 
1950; Kodaira, 1961; Vining et al., 1962; Uitz and 
Rice，2000), 这 些 毒 素 及 酶 类 尚未 发 现 对 天 牛 有 毒 
性 ; 非 酶 类 和 蛋白 毒素 目前 研究 较 少 ，Mollier 等 
(1994a，1994b) 曾 从 日 僵 菌 Beaqweria suwlfirescens 提 


松 墨 天 牛 Monochamus alternatus Hope 隶属 天 牛 
科 (CCerambycidae) 墨 天 牛 属 Monochamus, 国内 主要 分 
布 于 河北 .江苏 .山东 浙江、 湖南 .广东 .广西 .江西 、 
台湾 .四 川 等 ,国外 分 布 于 日 本 、 咕 国美 国 .加 拿 大 、 
墨西哥 等 。 主 要 危害 马尾 松 、 油 松 ` 黑 松 等 ,不 但 星 
食 树 木 ,还 传播 松 材 线虫 Bursaphelenchus xylophilus， 
每 年 都 给 林业 生产 造成 非常 严重 的 损失 。 上 忠生 真菌 








是 可 以 寄生 活体 昆虫 的 病原 真菌 ,生产 中 应 用 较 广 
泛 的 球 孢 白 僵 菌 Beaweria bassiana、 金龟 子 绿 僵 菌 
Metarhizium anisopliae 、 粉 拟 青 霉 Paecilomyces farinosus 
等 对 防治 松 墨 天 牛 都 有 较 好 的 效果 ( 张 立 钦 等 ， 
2000)。 上 忠生 真菌 寄生 昆 忠 后 在 寄主 体内 进行 营养 
生长 的 同时 , 还 分 泌 一 些 毒 素 类 代谢 物质 , 这 些 物质 
本 身 具 有 一 定 的 毒性 , 可 以 直接 杀 死 寄主 或 加 快 寄 


纯 了 一 种 对 大 量 虹 Galleria mellonella 有 高 毒性 的 蛋 
白 。 从 虫 生 真菌 中 筛选 杀 松 墅 天 牛 的 毒 重 白 ,并 研 
究 其 性 质 ,可 从 生物 化 学 和 分 子 生物 学 的 角度 揭示 
上 虫 生 真菌 的 致 病 机 理 , 并 为 抗 松 春天 牛 基因 的 克隆 
提供 依据 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 菌 种 
实验 所 用 菌 种 由 本 实验 室 提供 并 保存 , 菌株 来 


48 着 


源 及 寄主 见 表 1。 
1.2 供 试 幼 虫 

松 墨 天 牛 $ 龄 越冬 代 幼 虫 , 采 上 自 浙江 省 的 宁波 
北仑 和 杭州 余杭 。 


表 1 实验 菌株 的 寡 主 和 来 源 
Table 1 Hosts and collecting Places of assayed entomogenous fngi 








菌株 编号 种 名 寄主 采集 地 或 来 源 
Strain no. Species Host Collecting place 
Bb36 球 孢 白 僵 再 马尾 松 毛虫 浙江 长 乐 林场 
Beauveria bassiana Dendrolimus punctatus Forest Factory of Changle, Zhejiang 
ee 球 孢 白 做 天 幕 毛虫 北京 西山 
Beauveria bassiana Malacosoma sp. Xishan, Beijing 
a 球 孢 白 伪 菌 马尾 松 毛 虫 安徽 潜 功 
Beauveria bassiana Dendrolimus punctatus Qiangong, Anhui 
Bb20 球 孢 白 伪 菌 黄斑 星 天 牛 甘肃 天 水 
Beauveria bassiana Anoplophora nobilis Tianshuis (zansu 
Wp 人 8 了 全 商会 雪人 
Metarhisium anisopliae Scarabaeus sp. Jinzhai, Anhui 
ey 粉 拟 青 夫 


Paecizomayces farinosus 


1.3 主要 试剂 及 材料 

丙烯 酰胺 、 甲 又 双 丙 烽 酰 肪 .Tris、TEMED、 过 令 
酸 铵 、 考 马 斯 亮 蓝 R-250、a- 琉 基 乙 醇 、 演 酚 蓝 、 甘 氨 
酸 、.EDTA 、SDS 和 超 纯 尿素 均 购 上 自 Sigma 公司 ; SDS- 
PAGE 电泳 低 分 子 量 标准 蛋白 质 购 自 华美 公司 ; 载 
体 两 性 电解 质 pH 3 ~9.5 和 pH 4 ~ 6 均 购 自 军事 医 
学 科学 院 ; 饲养 试 虫 的 人 工 饲料 由 北京 中 林 恩 多 威 
生物 工程 技术 有 限 公 司 提供 ; Millipore 滤器 购 目 
Millipore 公司 ;1 mL 医用 一 次 性 灭 菌 注射 器 购 上 自 药 
店 。 
1.4 虫 生 真菌 中 绰 白 的 分 离 纯 化 
1.4.1 接种 母液 制备 : 将 实验 菌株 培养 制 成 抱 子 
浓度 为 4x 10 个 /mL 的 接种 母液 ,4 保存 备用 。 
1.4.2 胞 外 全 筷 白 提取 流 的 制备 : 取 接 种 母液 按 
1%(VAV) 接 种 于 发 酵 培养 基 上 ,25% 、130 r/min 振荡 
培养 5.5 天 。 取 发 酵 液 , 离心 , 抽 滤 , 滤液 即 为 胞 外 
全 和 蛋白 粗 提 液 。 硫 酸 铵 盐 析 法 浓缩 蛋白 , 冰 浴 条 件 
下 回 胞 外 全 香 白 粗 提 液 中 加 入 硫酸 贸 粉 末 , 直至 其 
饱和 度 达 90% , 将 硫酸 贸 饱 和 液 离心 , 取 沉 淀 用 尽 
量 少 的 PB( 磷 酸 缓冲 液 , pH 6.6) 溶 解 , 即 得 胞 外 全 
蛋白 粗 提 液 的 浓缩 液 。 将 PB 溶解 的 浓缩 液 装 入 透 
析 伐 ,4%C 下 透析 16 h, 透析 液 为 稀释 4 倍 后 的 PB， 
透析 目的 为 脱盐 和 除去 小 分 子 毒素 (如 白 僵 菌 素 
等 )。 透 析 后 的 浓缩 液 , 离心 , 取 上 清 液 , 并 经 0.22 
um 滤器 过 滤 除 菌 ,最 终 所 得 滤液 为 胞 外 全 和 蛋白 提取 
液 。 





1.4.3” 菌 丝 体 内 蛋白 提取 液 的 制备 : 取 接 种 母液 ， 
按 2%(V/AV) 接 种 于 发 酵 培养 基 中 ,25% 静 置 培养 8 
天 。 取 发 酵 液 ,真空 抽 滤 , 取 菌 丝 体 , 冰 浴 条 件 下 研 
磨 成 色 浆 。 取 勾 浆 液 离心 , 取 上 清 液 经 0.22 Hm 小 
器 过 小 ,收集 滤液 得 菌 丝 体 内 全 蛋白 提取 液 。 
1.4.4 ”蛋白 的 分 离 纯 化 : 制备 电泳 凝 胺 , 洗 脱 法 分 
离 纯 化 蛋白 。 首 先 计算 出 全 和 蛋白 提取 液 样品 中 各 条 
蛋白 带 的 相对 迁移 率 , 样品 制备 电 沪 完成 后 , 不 染 
色 , 根 据 其 相对 迁移 率 计算 出 单一 蛋白 带 的 迁移 距 
离 , 然 后 将 其 从 凝 胶 上 切 下 来 。 将 切 下 的 胶 条 揭 碎 
放 入 Eppendorf 管 中 , 加 入 少量 PB 洗 脱 液 ,4%C 下 静 
置 过 夜 。 取 出 蛋白 洗 脱 液 装 入 1.5 mL Eppendot 管 
中 ,经 0.22 um 滤器 过 滤 灭 菌 , 收集 滤液 , 即 得 纯化 
后 的 单一 蛋白 样品 液 。 
1.4.5 样品 的 浓缩 及 纯度 检测 : 分 离 纯化 出 的 香 
白 溶液 经 冷冻 干燥 浓缩 ,然后 用 Bradford 法 测定 蛋 
白 浓度 C 汪 家 政和 范 明 ,2001), 最 终 所 得 蛋白 用 育 丙 
烯 酰胺 凝 胶 电 汶 (PAGE) 的 方法 检测 其 纯度 。 
1.5 杀 虫 活性 蛋白 的 筛选 

以 5 龄 越冬 代 松 墨 天 牛 幼虫 为 试 虫 , 生 测 时 选 
用 健康 且 大 小 一 至 的 试 忠 , 先 用 乙醚 麻 棒 30 min, 然 
后 将 提取 的 蛋白 溶液 用 1 mL 注射 器 从 天 牛 腹部 第 
4 腹 节 处 注入 其 体腔 ,每 头 注射 量 为 15 pL 每 天 观 
察 记录 其 死亡 情况 。 设 2 个 对 照 :1 个 完全 不 处 理 ; 
另 1 个 注射 0.04 mol/L PB。 初 得 时 每 个 样品 用 6 头 
试 虫 , 复 科 时 每 个 样品 用 30 头 试 虫 。 试 虫 由 人 工 饲 
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料 饲 养 , 温度 为 23+1%,24h 黑暗 。 
1.6 亚 基 分 子 量 的 测定 

十 二 烷 基 磺 酸 钠 - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 汶 (SDS- 
PAGE), 分 离 胶 12% , 浓缩 胶 5 和 , 重 白 样品 及 标准 
蛋白 质 沸水 浴 中 加 热 3 ~5 min 后 上 样 ,样品 上 样 20 
uL; 标准 蛋白 质 上 样 10 nL。 电 泳 在 恒 压 130 V 下 完 
成 。 依 据 标准 蛋白 质 测算 分 子 量 ( 周 顺 伍 , 1991)。 
1.7 等 电 点 的 测定 

用 pH3~9.5 和 pH 4~ 6 载体 两性 电解 质 进行 
等 电 聚 焦 电 泳 ( 汪 家 政和 范 明 ,2001), 恒 压 150V 电 
泳 30 min 后 , 调 至 恒 压 200 V 约 2.5 bh 后 停止 。 用 分 
段 法 测 蛋白 等 电 点 ( 周 顺便 ,1991)。 
1.8 氨基酸 成 分 及 含量 分 析 

氨基 酸 分 析 仪 分 析 测 定 蛋 白 Bb36W-D 溶液 的 
氨基 酸 成 分 及 含量 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 蛋白 的 分 离 纯 化 
从 实验 所 用 的 6 株 虫 生 真菌 Bb36、Bb06、Bb03、 


Bb29、Ma09 和 Pf01 中 提取 出 了 6 种 胞 外 全 符 白 提取 
液 ,分 别 记 为 BbB36W-Z、Bb06W-Z、 Bb03W-Z、Bb29W- 
Z、Ma09W-Z 和 Pf01W-2Z; 6 种 菌 丝 体内 全 蛋白 提取 
液 ,分 别 记 为 Bb36N-Z、Bb06N-Z、Bb03N-Z、Bb29N-Z、 
Ma09N-Z 和 Pf01N-Z。 从 6 种 胞 外 全 和 蛋白 提取 液 和 6 
种 菌 丝 体内 全 蛋白 提取 液 中 共 分 离 出 了 48 种 香 白 ， 
其 中 菌 丝 体内 蛋白 26 种 , 胞 外 和 昌 白 22 种 ( 表 2)。 以 
胞 外 全 和 蛋白 提取 液 Bb36W-Z 的 纯化 结果 为 例 , 由 其 
PAGE 图 谱 ( 图 1) 可 见 ,从 Bb36W-Z 中 分 离 纯 化 出 了 
5 种 绰 白 Bh36W-A、Bb36W-B、 Bb36W-C、Bb36W-D 和 
Bb36W-E, 5 种 怎 白 的 纯度 检测 见 图 2。 
2.2 杀 虫 活性 蛋白 的 筛选 

对 分 离 纯 化 出 的 48 种 蛋白 的 毒性 进行 初 筛 。 
依据 6 头 试 虫 在 10 天 内 死亡 4 头 以 上 为 高 毒性 蛋 
白 为 标准 , 初 得 结果 ( 表 3) 表 明 : Bb36W-C、Bb36W- 
D、Bb06N-C 和 Ma09N-A 4 种 旦 和 白 为 高 毒性 。 对 筛选 
出 的 高 毒性 香 白 进行 复 科 ( 表 4), 香 白 Bb36W-D 的 
校正 死亡 率 最 高 为 55.18%, 毒性 最 强 。 依 据 表 3 所 
统计 的 死亡 率 , 这 4 种 蛋白 的 毒性 由 强 到 弱 依次 为 
Bb36W-D、 Bb36W-C、 BbO6N-C 和 Ma09N-A。 


表 2 从 虫 生 真 菌 中 提取 的 蛋白 及 其 浓度 
Table 2 Proteins extracted from entomogenous fngi and their concentrations 

















菌株 蛋白 种 类 蛋白 样品 看 日 浓度 菌株 蛋白 种 类 蛋白 样品 看 白 浓 度 
Strain Cla of proteins Samples of protein Concentration of Strain Cla of proteins Samples of protein Concentration of 
sses of proteins mples of proteins Gein Coeli) sses of proteins mples ol protelns ai Col 
Bb36 胞 外 蛋白 EP Bb36W-A 6.1 Bb03 菌 丝 体内 和 蛋白 卫 Bb03N-A 6.4 
Bb36W-B 5.9 Bb03N-B 6.7 
Bb36W-C 7.4 Bb03N-C | 
Bb36W-D 6.5 Bb03N-D 6.8 
Bb36W-E 5.8 Bb03N-E 5.7 
菌 丝 体 内 蛋白 站 Bb36N-A 5.9 Bb29 胞 外 蛋白 EP Bb29W-A it 
Bb36N-B 6.1 Bb29W-E 6.5 
Bb36N-C 6.5 Bb29W-C 6.7 
Bb36N-D 7.0 Bb29W-D 6.4 
Bb36N-E 5.8 菌 经 体内 蛋白 人 Pp Bb29N-A 6.4 
Bb36N-F 6.2 Bb29N-B 5.8 
Bb36N-G 5.9 Bb29N-C 6.2 
Bb06 胞 外 蛋白 EP Bb06W-A 5.7 Bb29N-D 6.5 
BbO6W-B 6.4 Ma09 胞 外 蛋白 EP Ma09W-A 6.0 
Bb06W-C 6.9 Ma09W-E 6.2 
Bb06W-D 7.0 Ma09W-C 6.1 
BbO6W-E 5.5 菌 经 体内 蛋白 人 Pp Ma09N-A 5.7 
菌 丝 体内 蛋白 下 BbO6N-A 6.7 Ma09N-B 5.9 
BbO6N-B 7.0 Ma09N-C 6.6 
BbO6N-C 6.6 Pf01 胞 外 蛋白 EP PIOTW-A 7.3 
Bb03 胞 外 蛋白 EP Bb03W-A 6.8 菌 丝 体内 蛋白 了 PfOIN-A 5.9 
Bb03W-B 6.5 POIN-B 5.7 
Bb03W-C 5.9 PIOIN-C 6.2 
Bb03W-D 6.8 PfOTN-D 6.4 





EP: Extracellular protein; IP: Intracellular protein. 
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BDA 


Bb30W-B 


Bb36W-C 


Rb36W-1) 


Tbh5ow-+ 


图 1 Bb36W-Z 的 PAGE 图谱 
Fig. 1 PAGE of Bh36W-Z 


a Bba0W-A 


- BhoW-T 


EBDb36W-C 


本 Hb36YW-D 


大 Bb36W-E 


图 2 从 Bb36W-2Z 中 分 离 出 的 5 种 蛋白 的 PAGE 图 庶 
Fig. 2 了 AGE of five proteins purified irom Bb36W-Z 


2.3 试 虫 经 盏 蛋白 Bb36W-D 处 理 后 表现 的 症状 

松 墨 天 牛 幼虫 经 毒 蛋 白 Bh36W-D 处 理 后 ,前 期 
多 表现 为 拒食 ,尔后 行动 迟缓 ,在 饲料 中 的 钴 星 活 动 
明显 减少 ,多 数 时 间 停 卧 在 饲料 中 不 动 , 死 亡 前 多 从 
饲料 中 钻 出 ,在 饲料 表面 痉挛、 抽 搞 ,很 快 死 亡 , 纶 亡 
后 虫 体 软 化 . 变 褐 . 变 黑 。 部 分 试 虫 经 处 理 后 虽 未 死 
亡 , 但 不 能 正常 化 晴 、 或 化 晴 为 畸形 ,不 能 羽化 或 
脱皮 。 
2.4 Bb36W-D 的 亚 基 分 子 量 及 其 等 电 点 

从 图 3 可见, Bb36W-D 的 SDS-PAGE 图 谱 有 2 
条 带 ， 即 Bb36W-D 经 SDS 变性 处 理 后 解 离 为 2 个 亚 
基 , 大 亚 基 的 分 子 量 约 为 24 kD, 小 亚 基 的 分 子 量 约 
为 17 kD。 

用 分 段 法 测定 Bh36W-D 的 2 个 亚 基 的 等 电 点 ， 
大 亚 基 和 小 亚 基 的 等 电 点 Cp] 分 别 为 9.47 和 9.32 


《图 4)。 有 可见 大 亚 基 和 和 小 亚 基 的 距离 很 近 , 其 等 电 
点 大 小 相差 不 大 。 


表 3 闪 墨 天 牛 绾 虫 经 虫 生 真菌 蛋白 提取 液 处 理 10 天 后 
的 死亡 情况 
Table 3 Numhber of death after M .alternatns larvae were 
treated with extracted proteins from entomopenous 

















fumei for 10 days 
样品 
Sample 

空白 对 照 CK 0 BbO6W-D 3 Bb29W-D 0 
耳 对 照 PB cantral 0 |BvoewE 3 | Bb29N-A 0 
Bh36W-A 0 BbO6N-A 0 Bb29 N-B 0 
Bb36W-B 0 BbO6GN-B 0 Bb29 N-C 0 
Bh36W-C 4 BEOGN-G 5 Bhb29N-D 0 
Bh36W-D 4 [vosw a 2 MaQ9W-A 0 
Bh36W-E 2 Bhb03W-B 0 Ma05 W-B 2 
Bb36N-A 3 BLO3W-C 1 Ma05 W-C 3 
Bb36N-B 2 Bho3W-D 1 Ma09N- 上 A 3 
Bb36N-C 1 |abosn-a 0 MaQ9N-B 0 
Bb36N-D 2 BbO3N-B 1 MaQ9N-C 3 
Bb36N-E 和 BHO3N-C 2 POD1W-A 2 
Bb36N-F 3 Bb03 N-D 和 2 FIOIN-A 3 
Bb36N-G 0 | BbO3N-E 2 | PIOIN-B 3 
BhOGW-A 0 - 0 

BOGW-B 0 - 3 0 
BhOGW-C 0 





注 : 每 处 理 试 虫 数 为 6 头 。 


Notes: Six larvae tested in each treatment. 


表 4 虫 生 真菌 蛋白 对 痊 墨 天 牛 幼虫 的 毒性 
Table 4 Toxicity of the proteins from entomopenous funpi 


to M . alterriams larvae 


死 虫 数 校正 死亡 率 
样品 Number of death 死亡 率 ( 吕 ) [{%) 
Sample 5 天 10 天 总计 Mortality Revised 
5d 10d Toal ortality 
空白 对 照 CK 0 0 0 - - 
PB 对 昭 PB cantral 0 1 1 3.3 一 
Bhb36W-C 3 14 14 46.67 44.83 
Bh36W-D 8 17 ]17 $56.67 $55.18 
BOGN-C 5 13 13 43.33 41.38 


Ma0pN-A 了 12 12 40.00 37.93 


注 : 每 处 理 试 虫 数 为 30 头 。 


Notes: 30 larvae tested in each treatment. 
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图 3 Bb36W-D 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 3 SDS-PAGE of Bh36W-D 
三 -D: Bh36W-D: M: 标准 分 子 量 重 白 Marker. 
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图 4 ”Bb36W-D 的 IEF 图 谱 
Fig. 4 IEF of Bh36W-D 


2.5 氨基酸 组 成 含量 分 析 

由 表 5 可知, Bb36W-D 含有 16 种 常见 毛 基 上 酸 ， 
分 别 为 天 门 冬 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 谷 氨 酸 、 甘 所 
酸 . 丙 氨 酸 、 细 氨 酸 、 和 蛋氨酸 、 异 亮 氨 酸 、 亮 氨 酸 、 酷 所 
酸 、 葵 两 氨 酸 .组 氨 酸 、 赖 氨 酸 、 精 氨 酸 和 色 氨 酸 。 其 
中 甘氨酸 含量 最 高 ,为 0.42 mg/mL; 精 所 酸 、 组 氨 酸 及 
两 氨 酸 含量 较 高 ,分 别 为 0.13.0.12 和 0.11 mg/mL。 
精 氨 酸 和 组 所 酸 均 为 碱 性 氨基 酸 , 丙 氨 酸 为 中 性 氮 
基 酸 ,其 他 氨基 酸 含 量 较 少 且 均 为 酸性 氨基 酸 。 因 
此 , 重 白 Bhb36W-D 碱 性 氨基 酸 含 量 较 多 ,这 与 该 重 
白 的 等 电 点 为 碱 性 这 一 结果 是 相符 合 的 。 


表 5 虫 生 真菌 蛋白 Bhb36W-D 中 氨基 酸 的 含量 (mg/mL) 
‘Table 5 Contents of arnino acid of the protein Bh36¥W-D 


在 om entomogenous funpi ‘mg/mL? 
氨基 酸 含量 氨基 枉 含量 
Amind acids Contert Aming acids Content 


天 门 冬 氨 酸 Aspartic acid 0.0B | 异 亮 氨 酷 Isoleucine 0.02 


苏 所 酸 Threanine 0.03 | 亮 毛 酸 Ieueine 0.02 
丝氨酸 Serine 0.03 | 酷 氨 酸 Tyrosine 0.04 
省 氨 栈 Glutamic acid 0.04 | 荐 两 氨 酸 Pherylalanire 0.0 
甘氨酸 Qlycine 0. 和 2 | 组 氨 可 Histidine 0.12 
丙 气 酸 各 anine 0.11 | 赖 氨 酸 Lysine 微量 Little 
缴 氨 醋 Valine 0.03 | 精 氨 栈 Arginine 0.13 
重 氨 本 Methionine 微量 Linle| 色 氨 酸 Threanine 微量 Little 





3 讨论 


虫 生 真菌 代谢 物 对 寄主 的 致死 作用 有 多 大 , 仍 
需 大 量 深入 细致 的 研究 。 从 虫 生 真 菌 的 代谢 物 中 寻 
找 一 种 对 寄主 致 多 起 关键 作用 的 毒素 ,对 虫 生 真菌 
的 应 用 具有 重要 的 意义 ,但 目前 这 方面 工作 开展 得 
不 多 。 我 们 从 虫 生 真菌 中 短 选 出 了 一 种 对 松 于 天 牛 
起 作用 的 毒 蛋 白 Bhb36W-D, 并 测定 了 该 蛋白 的 部 分 
性 质 , 为 进一步 克隆 该 皇 白 基因 莫 定 了 基础 。 

我 们 生 测 所 用 的 松 墨 天 牛 在 采 回 后 用 单 虫 单 瓶 
饲养 30 天 ,淘汰 病弱 虫 , 选 用 健康 试 虫 ,排除 了 幼虫 
自然 感 病 和 机 械 损 伤 致 死 对 生 测 结果 的 影响 ; 同时 
实验 中 观察 到 天 牛 幼虫 的 硅 饥 钱 能 力 很 强 ,20 ~ 30 
天 内 不 饲 咀 不 会 饿 死 , 生 测 时 所 用 的 人 工 饲 料 已 成 
功 饲 养 多 代 松 墨 天 牛 , 而 生 测 的 统计 时 间 为 10 天 ， 
因此 生 测 基本 上 排除 了 饲养 条 件 对 结果 的 影响 , 可 
以 确定 是 毒 重 白 导致 了 试 虫 的 死亡 。 

在 虫 生 真菌 中 已 友 现 的 毒素 如 白 僵 菌 素 、 白 恒 
菌 交 本 等 多 为 小 分 子 坏 缩 肝 类 ( 薄 抢 龙 和 李 增 智 ， 
1996; 李 建 庆 等 ,2003)。 我 们 在 彝 白 提取 过 程 中 , 已 
经 过 透析 除去 8~ 10 kD 的 小 分 子 毒素 ,可 以 说 明生 
测 选 出 的 皇 白 是 以 前 未 发 现 的 大 分 子 毒 恒 白 。 
Mollier 等 1994) 从 白人 恒 菌 B. swulfisrescens 中 提纯 的 
对 大 蜡 蝇 表现 高 毒性 的 重 白 ,其 分 子 量 在 100 ~ 290 
kD 之 间 , ;我 们 从 球 鸡 白 恒 菌 中 提取 的 对 松 于 天 牛 
具有 较 高 毒性 的 蛋白 Bb36W-D 由 2 个 亚 基 组 成 ,分 
子 量 分 别 仅 为 17 kD 和 24 kD, 不 同 于 Mollier 等 
《1994) 分 离 的 重 白 ,由 此 推断 本 研究 得 选 出 的 毒 和 皇 
白 是 一 种 新 的 毒 皇 白 。 

由 于 Bb36W-D 含 2 个 亚 基 ,经 变性 热处理 容易 
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解 离 ,所 以 本 研究 所 测定 的 是 2 个 亚 基 的 分 子 量 和 
等 电 点 , 而 不 是 Bb36W-D 本 身 的 分 子 量 和 等 电 点 。 
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